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しく進歩しており、従来の殺細胞性抗がん薬である 5-FU, oxaliplatin, irinotecan に加え、分子標的




 これまでの研究で、ヒト癌組織におけるがん抑制遺伝子 p53 の変異率は約 50%と報告されて
おり、p53 経路の不活性化が発癌に重要な役割を担っている [1-3]。p53 は多様な分子により
epigenetic な修飾を受けていることが知られており、Sirtuin1 (SIRT1)は p53 を負に制御する分子




 SIRT1 阻害剤の一つである tenovin-6 は p53 を活性化する薬剤として注目を集めている。Lein
らは 30000 種類の drug-likeな小分子のうち、p53 を活性化する小分子をスクリーニングした後、
SIRT1 と SIRT2 を阻害するものを同定し、tenovin-6 と命名した。tenovin-6 はヒト悪性黒色腫細
胞において in vitro及び in vivoで良好な抗腫瘍効果を示した[6-8]。 
 さらに、tenovin-6は p53野生株のみならず、p53欠失株あるいは p53変異株においても抗腫瘍
効果を示しており[8]、これらの結果から、p53 非依存性の経路の存在が予想されていた。また、
HDAC阻害剤が、外因性アポトーシス経路の death receptor 5 (DR5) を発現誘導するという報告
もあることから[9, 10]、我々は tenovin-6が大腸癌細胞株において DR5の発現を誘導させ、アポト
ーシスを引き起こすという仮説を立てた。本研究はその仮説に基づき、大腸癌細胞株に対する




ヒト大腸癌細胞：p53野生株 2種類（HCT116 , LoVo） 
 p53変異株 3種類（DLD-1, HT29, CaCo2） 
コントロールとして用いたその他の細胞株： 






1) まず、上記のヒト大腸癌細胞株 5 種類を用い、各細胞株における SIRT1 及び SIRT2 の発現
レベルを Western blotting 法にて解析した。また、これら細胞株における SIRT1 及び SIRT2 遺伝
子発現について、Quantitative RT-PCR法にて解析した。 
2) 次に、p53野生株 2種類（HCT116, LoVo）及び p53変異株 3種類（DLD-1, HT29, CaCo2）
を tenovin-6と 72時間共培養し、その抗腫瘍効果についてWST-8 assayにて評価した。また、ヒ
ト線維芽細胞株（MRC5）及び大腸癌細胞株（HCT116, DLD-1）について tenovin-6投与後の細胞
増殖抑制効果を比較した。 
3) 同様に、10 M tenovin-6との共培養 0, 4, 8, 24時間後におけるアセチル化 p53およびアポト
ーシス関連蛋白(p21Waf/Cip1, DR5, Cleaved PARP)の経時的な発現レベルをWestern blotting法にて
解析した。 
4) 上記のp53野生株HCT116細胞 及びp53変異株DLD-1細胞を10 M tenovin-6と共培養し、
アポトーシスの誘導について Flow cytometryにて解析した。 
5)  また、SIRT1 siRNA を用いて、p53野生株 HCT116細胞及び p53変異株 DLD-1細胞の SIRT1 
発現を抑制後、抗腫瘍効果の有無についてWST-8 assayを用い評価し、同時に p21Waf/Cip1, DR5, 
cleaved PARPの発現レベルについてWestern blotting 法を用い解析した。 
6)  同様に、DR5 siRNA を用いて、p53野生株 HCT116細胞の DR5発現を抑制し、tenovin-6 10 µM
投与後の抗腫瘍効果の減弱について WST-8 assayで評価した。また、同様の手法で DR5 発現抑
制後の tenovin-6投与による DR5, cleaved PARP, cleaved caspase-3の蛋白発現レベルの変化につい
てWestern blotting 法を用い解析した。 
8) 更に、上記の p53野生株 HCT116細胞を tenovin-6（2, 5 M）と oxaliplatin (2 µM), 5-FU（2 M）
あるいは SN-38（2 nM）と共培養し、併用した薬剤の相互作用について、Chou らの報告した
Combination Index (CI)-isobologram 法[11] にて評価した。 
9) 最後に、in vivoにおける tenovin-6の抗腫瘍効果について、HCT116細胞皮下移植ヌードマウスを
用い評価した。 p53 野生株 HCT116 細胞浮遊液を 5~6 週齢のヌードマウス右大腿部皮下へ移植し、
腫瘍体積の平均値が約 100 mm3に達した時点で、コントロール群と治療群とに割り付けした。腫瘍皮下
移植モデルへの治療群として、tenovin-6 30 mg/kg投与群, oxaliplatin 5 mg/kg投与群, tenovin-6 30 










p53野生株 2種類（HCT116 , LoVo）, p53変異株 3種類（DLD-1, HT29, CaCo2）すべての






次に、tenovin-6投与後のアポトーシス関連蛋白(p21Waf/Cip1, DR5, Cleaved PARP)の発現レベルの経
時的な変化について解析したところ、CaCO2 を除く 4 種類の細胞株で明らかな DR5、cleaved 
PARPの発現誘導が認められた。 
 また、DR5 siRNAを用い、p53野生株 HCT116細胞の DR5発現を抑制した上で、tenovin-6を
投与したところ、controlに比較し tenovin-6の抗腫瘍効果は有意に減弱した。同様に、DR5の発
現抑制後に tenovin-6 を投与した HCT116 細胞の 抽出蛋白を解析したところ、control と比較し
cleaved PARP, cleaved caspase 3 蛋白発現の減弱が見られた。しかし、SIRT1 siRNAを用いた、大
腸癌細胞株(HCT116, DLD-1)の SIRT1 発現抑制実験では、tenovin-6投与時と同様のアポトーシス
関連蛋白の変化は認められなかった。 
 臨床にて進行直腸大腸癌に対し広く用いられている 5-FU, oxaliplatin, SN-38 (irinotecan の活性
代謝物)と tenovin-6との相互作用について検討を行ったところ、oxaliplatin, 5-FUにおいて相乗効
果が見られた。特に oxaliplatin に関しては、併用療法で DR5 発現の増強効果が認められた。









の大腸癌細胞株では p53 遺伝子変異の有無に関わらず IC50 はほぼ同様であった。そのため
tenovin-6の抗腫瘍効果は p53 遺伝子変異の有無に依存しないと考えられた。さらに、tenovin-6
投与後の細胞株抽出蛋白を解析したところ、CaCo2を除く 4種類の細胞株で DR5の発現誘導が
確認された。また、HCT116 細胞について DR5 を発現抑制したところ、tenovin-6 の抗腫瘍効
果の減弱が確認された。これらの結果は、DR5 が tenovin-6 の抗腫瘍効果において重要な役割
を担っていることを示している。 
 5-FU、oxaliplatin、SN-38と tenovin-6の併用効果を検討したが、in vitro実験では、tenovin-6
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